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ISPITIVANJE BIOSINTEZE T-2 TOKSINA U CISTOJ KULTURI
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Institut za bioloska istrazivanja “Sinisa Stankovi¢" Beograd
(Primljeno 15. VI. 1987)

Biosinteza T-2 toksina u laboratorijskim uslovima je testirana kod
sedam izolata Fusarium spp. Kultivacija je obavljena uporedo na pri-
rodnom ¢vrstom supstratu (zrnu péenice) i Folusimetiékoj te¢noj pod-
lozi (GPK). Gotovo sva proizvedena koli¢ina T-2 toksina je bila
ekstracelularnog porekla. Veci prinosi ovog trihotecena su dobijeni
kod izolata Fusarium kultivisanih na teénoj podlozi: 0,8- 175,0 mg/L
filtrata u odnosu na 12,5-52,5 mg/kg sintetisanih na zrnu p3enice. Fer-
mentacija na te¢noj podlozi i rotacionoj muékalici se pokazala kao po-
godnija metoda za_ testiranje toksikogenosti gljiviénih izolata
zbog krade inkubacije, jednostavnije pripreme uzoraka i ekstrakcije-
T-2 toksina, dobijanja sirovih ekstraEata sa mnogo manje pratecih
materija i mogucénosti preciznijeg definisanja faktora koji mogu da
uti¢u na prinos istog trihotecena.

T-2 toksin, dobro okarakterisan ¢lan grupe 12,13-epoksitrihotecena je Cesto
dovoden u vezu sa mikotoksikozama Zivotinja, posebno u Evropi i srednje-za-
padnim delovima Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava (1,2). Dobro su poznati simp-
tomi ovih toksikoza nastalih konzumiranjem Zitarica inficiranih raznim vrstama
Fusarium: odbijanje hrane, poremecaji nervnog sistema, iritacija gastrointesti-
nalnog trakta, hemoragije i dr. (3,4,5).

U literaturi je izveSteno o razli¢itim metodama za proizvodnju trihotecenskih
mikotoksina u ¢istoj kulturi. Za biosintezu trihotecena je &esto koriséeno vlazno
sterilisano zrno Zitarica i dugotrajna inkubacija (4 do 6 nedelja) na niskoj tem-
peraturi (8 do 12 °C) (6,7,8). Na ovim prirodnim supstratima su dobijeni i vi-
soki prinosi T-2 toksina (i preko 1 g/kg) (9); medutim, preciscavanje je dosta
komplikovano usled prisustva veéeg broja interferirajuéih supstanci.

Povrsinska fermentacija, ili fermentacija u kulturama na muckalici u nutritiv-
no komplcksnim te¢nim medijumima kao §to su Gregoryjev (10), Czapcks-Dox
sa peptonom (11) i dr. zahteva manje "strogu" purifikaciju i kraéi period inku-
bacije, mada su prinosi obi¢no niZi nego na ¢vrstoj podlozi.
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Shodno tome, cilj ovog istraZivanja je bio ispitati u laboratorijskim uslovima
proizvodnju T-2 toksina kod izolata Fusarium spp. uporedo u uslovima kultiva-
cije na prirodnom zrnastom supstratu i polusinteti¢koj te¢noj podlozi radi oda-
biranja pogodnije mctode za testiranje njihove toksikogenosti.

MATERIJAL I METODE

Kulture

Biosinteza T-2 toksina je testirana kod sedam kultura roda Fusarium (tabe-
la 1). Od njih, dve su (F. sporotrichioides K-3A i F. tricinctum K-SAD) izolo-
vanc sa zrna kukuruza uvezenog iz SAD (leg.mr S.Pavlovié, Zavod za kontro-
lu poljoprivrednih proizvoda "Top¢ider", Beograd); jedna (F. culmorum F-59ms)
pokazala se u prethodnim istraZivanjima (12) kao dobar producent ovog triho-
tecena, a ostale Cetiri toksikogene kulture su dobijene od slededih istrazivada
iz inostranstva:

F. sporotrichioides 1TM-391 1 ITM-496 -leg. dr A. Bottalico, Consiglio Na-
zionale delle Richerche, Istituto Tossine e Micotossine da Parassiti Vegetali,
Bari, Italija;

F. sporotrichioides KF-38/1ms - leg. dr Y. Chelkowski, Department of Plant
Pathology, The Agricultural University, Var§ava, Poljska;

F. sporotrichioides M-1-1 - leg. dr Y. Ueno, Fac. of Pharmaceutical Sciences,
Tokyo University of Science, Tokyo, Japan.

Stok kulture su &uvane na malt agaru ili krompir-dekstroznom agaru (pH 6,5)
na 4 °C. Za inokulacije su kori§ceni izolati supkultivisani na istim podlogama
tokom 7-14 dana na 28 °C.

Tabela 1.

Poreklo kultura Fusarium spp.

Redni Vrsta Oznaka Godina Poljoprivredna kultura
roj izolovanja izolata
1 F. culmorum F-59 ms 1984. zrno psenice
2 F. sporotrichiodes ITM-391 - -
3. ITM-496 - -
4 K-3A 1986. zrno kukuruza
3. KF-38/1 ms - je¢am
6. M-1-1 1973. gradak
7 F. tricinctum K-SAD 1986. zrno kukuruza
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Podloge za proizvodnju T-2 toksina

a) Vlazno grubo mleveno zrno picnice (PS);

b) Te¢ni medijum sa 5% glukoze, 0,1% peptona-1 i 0,1% ekstrakta kvasca;
pH 5,4 (GPK) (13).

Uslovi kultivisanja

a) Roux boce (250 ml) sa 40g PS (sterilisane dva puta tokom 25 min na 120
°C) inokulisane su suspenzijom spora u 10 ml sterilne vode i 40 ml GPK. Podetna
vlaznost supstrata 53%. Inkubacija je obavljena u uslovima temperaturnog stre-
sa (7 dana na 28 °C, a zatim 21 dan na 15-16 °C);

b) Erlenmajerove botice (500 ml) sa 250ml GPK (sterilisane 25 min na 120 °C)
inokulisane su suspenzijom spora u 10 ml sterilne vode. Inkubacija je obavljena
tokom 5 dana na 26+0,5 °C i rotacionoj muckalici (200 o/min).

Fizicko-hemijske analize i kvantifikacija T-2 toksina

Radi odredivanja potrebnih parametara, kulture su podvrgnute sledeéim pos-
tupcima:

a) Izolati kultivisani na zrnu pSenice - Uzorci su suieni tokom 24 &asa na 60
°C i mleveni do brasnaste strukture. Ekstrakcija i precidcavanje toksina su vrieni
prema metodi Romer i saradnici (14). Kvalitativna i kvantitativna determinacija
T-2 je radena tankoslojnom hromatografijom na plotama od silika-gela G(0,25
mm) razvijanim u metanol + hloroformu (5+95v/v), prskanim sa 25% H,SO4 u
mctanolu, zagrevanim 10 min na 120 °C i posmatranim pod UV zracima (366
nm) (15). Koncentracije toksina su odredenc vizuelno, poredenjem intenziteta
fluorescentnih mrlji uzoraka sa poznatim koli¢inama standarda.

b) Izolati kultivisani na GPK - Kulture su filtrirane. Odredivan je suvi osta-
tak suSenjem micelije 24 sata na 70 °C. Mcren je pH filtrata i sadrZaj reduku-
ju¢ih Zecera (16). Sirovi toksin je izolovan ckstrakcijom iz filtrata (100 ml)
pomocu etil-acetata (3x50 ml) koji je uparen do suva. Pre&iscavanje je vricno
prema metodi Romer i saradnici (14) uz modifikaciju da nije radena kolonska
hromatografija. Za determinaciju T-2 toksina je kori§éen isti postupak kao pod

a).

REZULTATI 1 DISKUSIJA

Izolati kultivisani na zrnu psenice

Od sedam testiranih uzoraka Fusarium spp. 85,7% jc bilo toksikogeno pri
kultivaciji na prirodnom &vrstom supstratu u uslovima temperaturnog stresa (7
dana na 28 °C, 21 dan na 15-16 °C).

Prinos T-2 toksina je bio uglavnom dosta nizak: od 12,5 do 52,5 mg/kg suve
teZine supstrata (tabela 2).

Kulture F. culmorum F-59ms i F. sporotrichioides KF-38/1ms precthodno tes-
tirane u sli¢nim uslovima (12) su biosintetisale za 73%, odnosno 1% manjc ovog
trihotecena u sada$njem istraZivanju. Uo&ena pojava potvrduje rezultate drugih
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Tabela. 2.

Mikroskopske karakteristike i prinos T-2 toksina kod izolata Fusarium spp. kulti-
visanili na zrnu psenice

Red. Vrsta Oznaka Mikroskopske -2

br izolata karakteristike (mg/kg)

i F. culmorum F-59 ms Tanke vakuolizirane hife; 50,0
bez sporulacije

2 F. sporotrichiodes ITM-391 Obilna sporulacija: 125
makro- 1 rede mikrokonidije

3. ITM-496 Obilna sporulacija: 34,7
dominantne mikrokonidije

4. K-3A Tanje hile; slaba sporulacija 12,5

3 KF-38/1 ms Nevakuolizirane hife; 52.5
vrlo obilna sporulacija;
limunaste mikrokonidije

6. M-1-1 Tanke vakuolizirane hife 12,5

7. F. tricinctum K-SAD Tanke nevakuoliziranc hife; 0

vrlo obilna sporulacija

autora (17) da relativno brzo nakon izolacije toksikogenih spojeva gljiva mozce
doci do opadanja ili ¢ak potpunog gubitka njihovih sposobnosti za proizvodnju
njunjunjunjuodgovarajucih mikotoksina, pri periodi¢nom prenosenju tih izola-
ta radi njihovog ocuvanja u vestackim kulturama.

U datim uslovima vecina izolata Fusarium je sporulisala, kako posle 7 dana
kultivacije na 28 °C tako i nakon celokupnog perioda od 28 dana (tabela 2).
Izmedu ove pojave i produkcije toksina nije bilo moguce ustanoviti postojanje
korelacije.

Izolati kultivisani na tecnoj podlozi

Pri uslovima kultivacije u GPK i rotacionoj muckalici (200 o/min, 5 dana, 26
°C) svi ispitani predstavnici Fusarium su biosintetisali T-2 toksin, i to u koli¢ini
od 0,8 do 175,0 mg/L filtrata (tabela 3).

Samo kod uzorka KF-38/1ms odredivan je prinos ovog mikotoksina 1 iz mi-
celije obrazovanc u litru fermentacione teénosti. Detektovano je 0,40 mg T-2
toksina u tom sluc¢aju, za razliku od 48,0 mg koliko je isti soj produkovao u
litru fermentacionog liltrata, $to ukazuje da je sintetisani T-2 toksin bio uglav-
nom ckstracelularnog porekla. Dobijeni rezultati u potpunosti opravdavaju
primenjeni postupak ckstrakceije koji je vrSen samo iz filtrata kultura, ¢ime je
znatno skraceno vreme potrebno za liofilizaciju celokupnih kultura (micelije i
filtrata). Izbegavanjem ckstrakcije toksina iz micelije takode je u mnogome
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olaksan i postupak daljeg precidcavanja T-2 toksina s obzirom na to da je na
taj nacin eliminisano prisustvo veceg broja pratec¢ih materija prisutnih u gljivi¢nim
hifama.

Ni u jednom slu¢aju nije doslo do obrazovanja peleta. Uocena je rastresita
mlcch]a uglavnom sa sferi¢no deformisanim i vakuoliziranim hifama (tabela 3)
Kao i na prirodnom zrnastom supstratu, veéina testiranih gljivi¢nih izolata je
sporullsala medutim nije bilo mogude uspostaviti korelaciju izmedu intenzite-
ta ove pojave 1 biosinteze toksina.

Suvi ostatak je iznosio od 102,3 do 418,5 mg/100 ml filtrata (tabela 3) i nqe
ni u ovom sluéaju uodeno postOJanJe korelacije izmedu dobijene biomase i
prinosa T-2 toksina. Npr sojevi najbolji producenti ovog trihotecena na GPK
(F-59ms sa 175 mg/L i M-1-1 sa 120 mg/L) obrazovali su u istim uslovima 102,3
odnosno 418,5 mg micelije u 100 ml fermentacione te¢nosti, tako da su prino-
si toksina obraéunati po jedinici suve mase micelije bili izrazito razlic¢iti:171,1
g/kg kod F-59ms, odnosno 28,7 g/kg kod M-I-1.

U istim uslovima kultivacije zabeleZen je blazi pad pH kod filtrata testiranih
izolata Fusarium: sa poletnih 5,4 na 5,2-4,4 (tabela 3).

Sadrzaj redukujucih Secera koji je na pocetku kultivacije bio 50 mg/ml pod-
loge je opao na 44,2-28,1 mg/ml filtrata kultura (tabela 3). Dobijeni rezultati
pokazuju da je bar polovina raspoloZivog $ecera bila prisutna u trenutku zapoci-
njanja biosinteze T-2 toksina, §to je u saglasnosti sa istraZivanjima Ueno i sa-
radnici (13) koja se odnose na fermentaciju radi proizvodnje istog trihotecena
i ncosolaniola. O pozitivnom uticaju vecih koncentracija glukoze na sintezu
T-2 toksina izvestavaju i drugi autori. Tako su Cullen i saradnici (18) konsta-
tovali da se pri fermentaciji sa F. sporotrichioides NRRL 3299 i F. tricinctum
T-340 najveci prinosi istog mikotoksina dobijaju sa: 10% glukoze na Gregori-
jevom i Czapeks-Dox medijumu, odnosno 5% glukoze na Vogelovom medijumu.

ZAKLJUCCI

Na osnovu prethodno iznesenih rezultata mogu se izvesti sledeéi zakljudci:

- cksperimenti su pokazali da je gotovo sva koli¢ina dobivenog T-2 toksina
bila ckstracelularnog porckla.

- kod izolata Fusarium spp. uporedo kultivisanih na &vrstoj i te¢noj podlozi
veci prinosi T-2 toksina su detektovani u drugom slu¢aju: 0,8-175,0 mg/L filtra-
ta (GPK), u odnosu na 12,5-52,5 mg/kg suve teZine (zrno pSenice).

— za biosintezu T-2 toksina u polusinteti¢koj te¢noj podlozi testiranim gljivi¢nim
izolatima nije bila neophodna niZa temperatura kultivacije (15-16 °C), jer se taj
proces uspe§no odvijao i na 26 °C.

- fermentacija u te¢noj podlozi i rotacionoj muckalici, radi pradenja pro-
dukcije T-2 toksina u laboratorijskim uslovima, ima veéi broj prednosti u od-
nosu na fermentaciju na prirodnim &vrstim supstratima: kracu kultivaciju (5
dana u poredenju sa 28); jednostavniju pripremu uzoraka i ekstrakciju toksina;
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prisustvo prateéih materija u mnogo manjem obimu i mogucnost preciznijeg
definisanja faktora koji mogu uticati na prinos ovog trihotecena.
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Summary

T-2 TOXIN BIOSYNTHESIS IN PURE CULTURES UNDER
DIFFERENT LABORATORY CONDITIONS

Seven isolates of the fungal genus Fusarium, comprising three species: F.culmorum,
F.sporotrichioides and F.tricinctum, were tested for T-2 toxin production. Cultivation
was carried oout concurrently on a natural substrate (wheat grains) under temperature
stress conditions (7 days at 28 °C, 21 days at 15-16 °C), and in a semi-synthetic liquid me-
dium (5% glucose, 0.1% peptone-1, 0.1% yeast extract) on a rotary shaker (200 rpm, 5
days at 26 °C). Of the fungal isolates cultivated on wheat grains 85.7% were found to be
toxicogenic; the yields of T-2 toxin were rather small (12.5 - 52.5 mg/kg dry weight). In the
liquid medium all Fusarium cultures biosynthesized T-2 toxin; the quantities produced
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ranged from 0.8 to 175.0 mg/1 of the filtrate. At least half of the dispensed sugar was pres-
ent in the medium when T-2 toxin production started. No correlation was found between
the type of mycelial growth, sporulation, biomass quantities and the intensity of T-2 toxin
biosynthesis. Most of the produced trichothecene was of extracellular origin.

Fermentation in the semi-synthetic liquid medium using a rotary shaker was more suit-
able for screening the toxicity of the fungal isolates in pure cultures because of a shorter
period of incubation, simpler sample preparation and T-2 toxin extraction. In this way
factors influencing toxin production could be defined more precisely.

"Sinisa Stankovic¢" Institute for Biological Received for publication
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